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 論文題名 
Temporal changes of CD68 and α7 nicotinic acetylcholine receptor expression in microglia in 








る α7nAChR が AD病理においてどのような影響を受けるかは不明である．本研究では AD
に対する新規治療理論を考案する際の基礎データとすることを目的として，AD モデルマ
ウス脳における AD様病理やミクログリア，そこに発現する α7nAChR や活性化・貪食マー
カーである CD68 の経時的変化について免疫組織学的手法により解析した．                               
 
 研究方法   
 15-30週齢の C57BL6/J マウスを深麻酔下で脳定位装置に固定し，滅菌生理食塩水を溶媒
として 1mMに調整したヒトAβ42ペプチド溶液もしくは PBS溶液を左海馬に 1µL注入して
Aβおよび PBS 注入モデルマウスを作製した．注入 1，3，7，14，28 日後に深麻酔下で灌
流固定し脳を摘出して組織評価用のサンプルとした．また，AD トランスジェニックモデ
ルマウスとして変異型 APP (アミロイド前駆蛋白)遺伝子と変異型プレセニリン 1遺伝子を
導入したAPdE9マウス，健常コントロールとしてその littermates (WTマウス)を用い，APdE9
マウスは生後 3，6，9，12，18 ヶ月，WT マウスは生後 3，6，9，12 ヶ月で深麻酔下にて
脳を摘出した．そのうち半脳は生化学的評価用サンプルとして-80℃保存し，もう半脳を固
定して組織評価用サンプルとした．Aβは抗 Aβ 抗体や 1-fluoro-2,5-bis(3-carboxy-4-hydroxyl- 
styryl) benzene (FSB)，ミクログリアは抗 ionized calcium binding adaptor molecule 1 (Iba1)抗体
と抗 CD68抗体，ニューロンは抗 microtubule-associated protein (MAP)2抗体，シナプス前蛋
白は抗 synaptophysin 抗体，α7nAChRは抗 α7nAChR 抗体を用いて染色した．得られた免疫
組織染色画像は画像処理ソフト Image J を用い染色陽性面積や細胞数を定量評価した．ま
た APdE9 マウスについては ELISA 法により脳内 Aβ42量を測定し，抗 Aβ 抗体による組織
評価の結果と比較して今回の画像評価手法の妥当性について検証した．                                       
研究成績及び考察 
 Aβ 注入モデルマウスにおいては注入翌日から Aβ 沈着部に CD68陽性の活性型ミクログ
リアの集積と重なり像を認め，以後 Aβ の経時的減少と注入 7 日後までのミクログリア集
積増加，およびそれ以降の集積減少を呈した．またミクログリアにおける CD68 高率陽性
は注入 28日後まで持続した．以上より Aβ注入モデルマウスにおいては CD68陽性活性型
ミクログリアが Aβ 沈着に対するクリアランス作用を呈していることが示唆された．                                      
 APdE9マウスにおいては抗 Aβ 抗体染色にて生後 6ヶ月から Aβ沈着がみられ，以後経時
的に増加し，特に生後 12ヶ月以降の増加が著明であった．また ELISA による Aβ定量の結
果は抗 Aβ 染色の画像定量評価とよく相関し，本評価法の妥当性が示唆された．Iba1 染色
では生後 6ヶ月から活性型ミクログリアが集積し始め 9ヶ月以降で有意な増加を示した．                                       
 FSB，Iba1，CD68の蛍光三重染色では生後 6，9ヶ月で CD68 陽性の活性型ミクログリア
が若干見られ，生後 12ヶ月以降で CD68陽性活性型ミクログリアの割合が著増し，発現強
度も強くなる 2 段階の変化を呈した．一方，FSB，Iba1，α7nAChR の蛍光三重染色では生
後 6 ヶ月でミクログリアにおける α7nAChR発現率が最も高く，以後は経時的に減少してい
た．これらはいずれも従来見られなかった新たな知見である． 
 Aβ 注入モデルにおいてミクログリアの CD68 高率陽性が持続したこと，APdE9マウスに
おいて Aβ沈着量が著増する生後 12ヶ月以降にミクログリアの CD68陽性率が著増したこ
とから，CD68 陽性の活性型ミクログリアは主に線維型 Aβからなる Aβ沈着のクリアラン
スに関与する可能性が推定される．他方，生後 6〜９ヶ月においては CD68 陰性の活性型








えると興味深い知見である．逆に生後 6ヶ月以降の α7nAChR 発現率減少は Aβ沈着増加と
相関している可能性があり，至適治療時期を考える上で重要なデータと考えられる．                                 
 
結論 
 ADトランスジェニックマウス脳において，病初期にはミクログリアの α7nAChR 発現が
増強し，CD68 陰性の活性型ミクログリアが優勢であった．しかし病態が進行すると
α7nAChR 発現は減少し，Aβ 沈着が著増するとミクログリアの CD68 発現も著増してミク
ログリアにおける CD68 発現様式は病期により 2 分された．以上の結果は AD の新規治療
理論や至適治療時期を考案する上で重要な情報を示唆する新規知見と考えられた．                                                   
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が助長されるという説もあり AD 病態とミクログリア，α7nAChR の関連は未
だ不明であった．そこで本研究でこれらの経時的動態を観察した．結果は，AD
トランスジェニックマウス脳において病初期にはミクログリアのα7nAChR 発
現が増強し CD68 陰性の活性型ミクログリアが優勢であったが，病態が進行し
Aβ沈着が増加するとミクログリアの α7nAChR発現は減少し，CD68発現が急
増することを初めて示した．免疫組織像から，CD68 陰性の活性型ミクログリ
アは可溶性 Aβの，CD68陽性の活性型ミクログリアは線維型 Aβのクリアラン
スにそれぞれ関与している可能性が推察され，ミクログリアにおける α7nAChR
をターゲットとした AD の治療理論，および至適治療時期を考える上で重要な
新規の知見と考えられた． 
 以上より本論文は博士（医学）の学位授与に値すると審査委員全員の評価を
得た． 
 
